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(3) Verfahren zur isoiierung von Inhibitoren des Rhinovirus-Rezeptors 

@ Die Erfindung betrrfft ein Verfahren zur Analyse der 
Bmdung von Rhinoviren der "kleinen Rhinovirus-Rezeptor- 
gruppe" an den LDL-Rezeptor . Insbesondere umfaSt sie eme 
Metnode zur Isoiierung von Substanzen. die sowohl diese 
Bindung als auch aie Bindung physiologischer Liganden an 
der LDL-Rezeptor nhibieren und e»n Verfahren zur Analyse 
des LDL-Metabolismus dtirch nnarkieaes Rhmovirusmatenal 
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Beschreibung 

Die Erfindung bcinfft die Bindung humaner Rhinovi- 
ren an den LDL-Rezeptor und insbesondere ein Verfah- 
ren zur Isolierung von Subsianzen. die die Bindung von 5 
Rhinoviren oder anderen Liganden des LDL-Rezepiors 
inhibieren. 

Humane Rhinoviren reprasentieren erne groBc Gat- 
tung innerhalb der Familie der Picornaviren und schlie- 
Qen etwa 1 15 vcrschicdene Scrotypcn ein {Mclnick, J.L 10 
(1980) Prog. Med. Virol. 26, 214-232). Diese RNA-Vi- 
ren befallen den Resptrationstrakt des Menschen und 
verursachen akute [nfektionen, die zu Erkaliungskrank- 
heiten fiihren. 

Die humanen Rhinoviren konnen in zwei Gruppen 15 
unierteilt warden, wenn als Kntenum der Zuordnung 
die Kompetuion um Bindungbstellen an der Oberflache 
humaner Zcllkuhur-Zellen, wie z. B. HeLa-Zellen, her- 
angezogen wird Diese Experimenie zeigea daS — bis 
auf eine einzige Ausnahme (Serotyp 87) — zwei vonein- 20 
ander verschiedene Rezeptoren an der Zeilobenlache 
exisneren. Bisher konnten 91 Seroiypen der "groBen 
Rhmovirus-Rezepiorgruppe" und 10 Serotypen der 
"klemen Rhinovirus-Rezepiorgruppe" zugeordnet war- 
den (Abraham, G. und Colonno. R^J. (1984) J. ViroL 51. 25 
340-345; Uncapher et at. (1991) Virology 180. 
814 — 817). Der Rezeptor der "groQen Rhmovirus-Re- 
zeptorgruppe ' wurde geremigt und ais lCAM-1 ideniifi- 
zieri. einem zur ImmunglobulinsuDerfamilie zugehbri- 
gen Prorein. das als Zeiladhasionsmolekul fungien (To- 30 
massini. ]. E. et ai. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86. 
4907-4911; Staunioa DE. ei al. (1989) Cell 56. 
849-853; Greve, |. M, et al. (1989) Cell 56, 839-847). 
Durch den Nachweis emer spezifischen Bindung des 
gereinigten lCAM-1 an das Virus und durch die Fahig- 35 
keit durch Gentransfer die Rhinovirus-Bindungsakiivi- 
tat auf Zellen zu ubertragen, die vor dem Transfer keine 
entsprechende Aktivitai besaSen. konnie emdeutig 
nachgewiesen werden. da3 iCAM-1 der Rezepior fur 
die Mehrzahl der Rhmovircn ist (Greve ei ai. (:989) loc. 40 
cit.; Staunton et al. (1989) loc. cit). AuDerdem Iconnte 
gezeigt werden. daD monoklonale Antikorper gegen 
lCAM-1 die Bindung and Infeiction von HeLa-Zellen 
durch Rhinoviren verhindern (Staunton et a!. (1989). loc. 
cit.), Weiterhin konnen monoklonale Antikorper, die die 45 
Bindung von lCAM-1 zu Leukozyten via LFA-1 ("lymp- 
hocyte function associated antigen- 1") — cincm anderen 
natiiriichen Liganden des ICAM-1 — inhibieren, auch 
die Rhinovirus-Bindung an den Rezeptor blockieren. 
Die LFA-1 und Rhinov:rus-Bmdungsstellen miissen also 50 
zumindest benachbart sein. Versuche mit chimaren und 
mutierten ICAM- 1 -Moleklilen zeigtcn zusatzlich, daB 
die Bmdungsstelle fur die Rhinovirus-ICAM- 1 Wechsel- 
wirkung nicht mit der Bmdungsstelle fiir LFA-1 zusam- 
menf aiit (Staunton, D. E. et al. ( 1 990) Cell 6 1, 243 - 254). 55 

Die Rezepior-Bindungsstelie des menschlichen Rhi- 
novirus Serotyp 14. einem Vertreter der "groQcn Rhino- 
virus-Rezeptorgruppe". liegt m einem sogenannien Xa- 
nyon", einer Vertiefung der Virusoberflache (Rossmann. 
M.G. et al. (1985) Nature 317. 145-153). Dabei smd die 60 
Ammosaurcn. die in diesem "Canyon" liegen, rclativ 
stark konserviert, wahrcnd die Aminosauren in der Um- 
gebung vanabel sind und Bindungsstellcn fur neuirali- 
sierend wirkende Antikorper darstellcn. Nach dieser 
"Canyon- Hypothcse" konnen Viren Mutationcn in den ^5 
hypcrvanablcn Antikorper- Bindungsstellcn akzepiie- 
ren und so der natiiriichen Immunantwort entgehen. 
Auf diese Weise bleibt eine konstante Rezcpior-Bin- 



385 Al 

2 N 
dungsstelle erhalten, die fur ^ntik6^per nicht zuganglich 
ist (Rossmann, M.G. und Palmenberg, A.C (1988) Viro- 
logy 164.373-382). 

Soweit bis heute bekannt, vermittelt der Rezeptor der 
"kl einen Rhmovirus-Rezepiorgruppc** die Aufnahme 
von etwa 10 Serotypen der humanen Rhinoviren in die 
entsprechenoen Wirtszellen. Dieser membranstandige 
Rezepior wurde durch verschiedene Reinigungsschrute 
isolieri, wobei die Bindungsakiiviiat in den verschicde- 
nen Frakiionen mittcis eines Filierbindungs-Assays 
nachgewiesen wurde (Mischak, H. et al. (1988) J. Gen. 
ViroL 69. 2653 - 2656). Das scheinbare Molekularge- 
wicht des nativcn Rezeptors in Gegenwart von nichtio- 
nischen Detergeniien (mittels Gelchromatographie be- 
stimmt) enispricht etwa 450 kD. das der cenaiunerten 
Form etwa 120 kD, wobei jedoch auch erne Reihe ande- 
rcr Formen gefundcn wurde (Mischak, H. et al. (1988) 
loc. cit.)- AuBerdem siellte sich heraus, daB ein aus dem 
Zellkuhuriibersiand von HeLa-Zellen isolieries Protein 
die Fahigkeit besitzt Rhinoviren der Icleinen Rhmovi- 
rus-Rezeptorgruppe" zu binden (Hofer et aL (1992) ]. 
gen. Virol. 73, 627 -632). 

Gberraschenderweise wurde nun gefunden. da3 das 
aus dem HeLa-Zeiikulturuberstand isolierte Rezeptor- 
proiem offensichtlich Teil des humanen LDL (low densi- 
ty lipoprotein)-Rezeptors ist, Dieser unerwartete Be- 
fund ertauBi uberraschenderweise die Etablierung etnes 
Verfahrens zur Isoiierung von Subsianzen, die die Bin- 
dung von Liganaen an den LDL-Rezeptor inhibieren. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich demnach auf 
ein Verfahren. das es ermbglicht, den LDL-Rezeptor m 
Gegenwart emcr potcnticllcn Inhibitorsubstanz mit 
m*arkiertem Rhinovirusmatenal aus der "kieinen Rhmo- 
virus-Rezeptorgruppe" zu mkubieren und das AusmaB 
der Bmdung zu bestimmen. 

Dabei kann das Virusmatenal voilstandige Rhinovi- 
ren, Rhinovirushuilen oder Rhinoviruskapsidpeptide 
m.ii Bindungsaktivitat zum LDL-Rezeptor umfasser. 
Zum Beispiel kann es sich dabei um Material hanceln. 
das vom humanen Rhinovirus Serotyp 2 (HRV2) abge- 
leiiet 1st. 

GemaB der vorliegenden Erfindung kommt als einzu- 
setzender LDL-Rezeptor sowohl die aus den Kuiiur- 
uberstanden eukaryontischer Zellen isolierbare losliche 
Form als auch die aus Zeilmembranen isolierbare Re- 
zepiorform m Frage. 

Die Erfindung bczicht sich auOcrdcm auf die Vcrw cn- 
dung von Rhinovirusm^aterial mit Bindungsaktivitat zum 
LDL-Rezeptor zur Inhibition der Bindung von LDL-L»- 
ganden. wobei das Virusmaterial voilstandige Rhinovi- 
ren, Rhinovirushuilen oder Rhinoviruskapsidpeptide 
m.ii Bindungsaktivitat zum LDL-Rezeptor umfassen 
kann. 

Weiterhin umfaOt die vorliegende Erfindung e:n Ver- 
fahren zur Bestimmung von LDL-Rezepioren, wobei 
eine Substanz abgeleitet aus dem Virusmatenal der 
"kleinen Rhinovtrus-Rezeptorgruppe" mit Bindungsak- 
tivitat zum LDL-Rezeptor mit einer markierten Sub- 
stanz gekoppclt wird anschlieOcnd mit der entspre- 
chenden Probe mkubieri wird und somit das Ausmafl 
der Bindung des Virusmatenals detektien werden kann. 

AuBerdem umfaSt die Erfindung ein Verfahren zur 
selektiven Zufiihrung einer therap>eutischen Substanz in 
eine LDL-Rezeptor tragcnde Zelle. Hier kann Virusma- 
tcriai der Tdeinen Rhinovirus- Rezeptorgruppe mit Bin- 
dungsaktivitat zum LDL-Rezeptor mit der therapeuii- 
schen Substanz zu einem Konjugai gekoppek. an den 
LDL-Rezeptor gebunden und so die therapeutische 
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Substanz in die Zellc eingcfiihrt werden. 

Im folgcndcn wird die Erfindung deiailliert criautert, 
Ziel dcr Erfindung ist ein Verfahren bereitzusiellen, das 
es erlaubt, Substanztn zu isolicren, die die Bindung von 
Liganden an den LD.--Re2eptor inhibieren. Dabei dient 5 
narkienes Rhinovirusmaienal aus der sogenannten 
■'kleinen Rhinovirus-Rezcptorgruppe" als Vergleichs- 
substanz- 

Der Begriff Ligand umfaBt alie Substanzen, die libcr 
den LDL-Rczcptor m die Zeile aufgenommen werden. ;o 
Physioiopische Liganden des LDL-Rezeptors smd zum 
Beispiel LDL (low density lipoproiem)-Partikc!. die ubcr 
eine Rezeptor vernniiteite Endocytosc in die Zellc auf- 
genommen werden. 

Der Begnff Ligand umfaBt natiirlich auch allc Rhino- 15 
viren, deren Aufnahme m die Zeile ebenfalls uber den 
LDL-Rezeptor vermiiieii wird. 

Zur Durchfuhrung des Verfahrens kann der LDL-Re- 
zepior in seiner losiichen Form aus dem Kulturuber- 
stand eukaryontischer Zeilen gewonnen werden. 20 

Der Zellkulturuberstand eukaryontischer Zeilen, z. B. 
aub HeLd-Suspensionskulturen. wird dazu auf ein Zehn- 
lel des Lrsprungsvolumens konzentnen, dialysieri und 
^aulcnchromatographisch gereinigL Zur Ideniifizierung 
des V irusbirdcnden Proicins kann cin Filtcrbindungs- 25 
Assa> ( Mischak ei al. { 1 988), loc. cit.) verwendet werden. 
Die .ingereK herTen Frakiionen konnen durch praparati- 
ve Gelelekirophore^e unter nichtreduzierenden Bedin- 
gungen (Mtschak. ct al. (1988), loc. cit.) weiier gereinigt 
werden. Die Virus- bindenden Proieine werden dann aus 30 
dem Gel mu an sich bekannten Methoden fraktioniert 
und cluicri. Nd^h nuchmaiiger Gelelekirophorese unter 
recuz.crenden Bedmgungen kann das reine Protein er- 
halien werden. in Beispiel 1 ist die Reinigung des Prote- 
ins ausf unriicn dargesieili. 35 

Das reme Protein kann emem typtischen Verdau un- 
terworfen v^,erden. Die dabei entstehenden Peptide kon- 
nen uber "reversed-phase'-Chromatographie aufge- 
trenni und mu Hilfe eines Gasphaiensequenators ami- 
noterminal scquenzicn werden (Beispiel 2). Dabei stellt 40 
sicn uberrascnenderweise heraus, daB die erhaitenen 
Sequenzen mil den entsprechcnden Aminosaurese- 
quenzen ces numanen LDL-Rezeptors ubereinstimmen 
(Rg. 5 unc 0). 

Neben cer ioslichen, nicht membranstandigen Form 45 
kommt auca der membranstandige LDL-Rezepior ais 
Ausgangsmaicnai fiir das crfindungsgcmaBe Verfahren 
in F rage. Dabei kann der LDL-Rezeptor nach verschie- 
denen. bekannten Methoden isoliert werden {z. B. 
Schneider. W J. et ai. (1985), Meth. Enzymol. 109, 50 
405 — 417). AuSerdem steht mit fCenntnis der entspre- 
chcnden cDNA aucn cie Mbglichkeit zur Verfiigung, 
das Protein aut gentechnologischem Wege mit Hiife 
eines den LDL-Rezeptor produzierenden KJons zu gc- 
winncn (Yamamoto, T. et al. (1984) Cell 39. 27 - 38 und 55 
Dichek, D.A. et al. (1991) Somat. Cell. Mol. Genet. :7. 
287-301). 

Der Rezeptor kann in biologisch aktivcr Form in L6- 
sung Oder gebunden an ein gceignetes Tragermatcnal 
eingesetzt werden. Beispiclsweisc kann dcr Rezeptor an 60 
Immobilon (Fa. Millipore) oder Nitrocellulose als Tra- 
germaienal immobilisieri wcrdciL 

Wie in Beispiel 3 bcschriebcn, kann das Rezeptorpro- 
tein nach Gelelekirophorese unter nicht reduzicrcndcn 
Bedingungcn auf eine Immobiionmemcbran nach be- 65 
kanntcn Methoden libcrtragcn werden. Die so pripa- 
rierte Membran kann dann m Gegenwart cmcs potcn- 
tielicn inhibitors odcr emcr kompctuiv wirkenden Sub- 
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stanz inkubicn werden. Das AusmaB der inhibitonschcn 
Wirkung der Substanz kann dadurch fesigcsteiit wer- 
den, daB markiertes Rhinovirusmaienal dem Reaktions- 
ansatz zugegebcn wird. 

Als Virusmaierial kann jeder Vertreier der Ideinen 
Rhinovirus-Rezcptorgruppe' bzw. davrm abgeleitetes 
Hullmatenai oder auch Rhmovirus-K.apsidpeptide mu 
Bindungsaktivitat zum LDL- Rezeptor verwendet wer- 
den (Colonno, R.). ci al. (1986) ). Virol. 57. 7-12). Dazu 
gehdren zum Beispiel die humanen Rhinoviren Scrotyp 
IB und 2 (HRV IB. ATCC-Nr VR-481 und HRV2. 
ATCC-Nr. VR-482). Das entsprechende Hullmatenai 
kann nach aus dem Stand der Technik bekannten Me 
thoden isoliert werdea Dazii konnen z. B. die Proteine 
des Viruskapsids aus dem Virus hergesieilt werden oder 
entsprechende cDN A-Fragmenie zur Expression ge- 
bracht werden (Skcrn ct ai. (1988)) Nucl. Acids Res. ; 3. 
2111—2126; Sommergruber et al. (1989) Viroiogy 169, 
68-77). 

Urn das Virusmatenal gcmaB der Erfindung einzuset- 
zen, wird es nach aus dem Stand der Technik bekannten 
Methoden markicrt. 

Beispiele fur Markierungsreagenzien smd Radioiso- 
tope, Farbstoffe, Metallchelate, Enzyme und weiiere 
sich aus dem Stand der Technik ergebende Substanzen. 

Virusmaierial kann radioaktiv mar<iept werden. z. B 
mit ^^S. wobei das AusmaB der Bindung dieses markier- 
ten Materials autoradiographisch bestimmi werden 
kann (Mischak et al. (1988) J. gen. Viroiogy 69. 
2653-2656. 

Es ist auBcrdem mbglich Virusmatenal mit einer fluo- 
reszicrendcn Verbindung zu markieren (Reisner ct ai. 
( 1 988), Anal. Biochem. 26 1 78 - 1 79). 

Genauso kann das Virusmatenal beispielsweise mit 
emem Hapten versehen werden und cie Bindung des so 
markierten Virusmaienals immunologisch cetektien 
werden. 

In Beispiel 3 wird das Verfahren erlautert. Hier wird 
eine LDL-Rczeptorpraparaiion auf erne Membran 
libertragen und in Gegenwart emer radioaktiv markier- 
ten Viruspraparation mkubiert. Eine Bindung kann au- 
toradiographisch detektiert werden (Fig. 7, Spur A). In 
Gegenwart von |acalin, einem Liganden des LDL-Re- 
zeptors, wird die Bindung unterdruckt (Fig. 7. Spur B). 

Damit erlaubt die Verwendung von markiertem Rhi- 
novirusmaienal dcr "klcincn Rhinovirus-Rezeptorgr up- 
pe'* Qbcrraschcndcrwcise die Detekuon des LDL Re- 
zeptors. 

GemaB dcr Erfindung kann der LDL-Rezeptor natur- 
lich auch mu Rhinovirusmaienal inhibiert werden. Die 
Erfindung umfaBi deshalb auch die von den Rhinoviren 
dcr "klcinen Rhinovirus-Rczeptorgruppe" abieitbaren 
Substanzen, die die Bindung seiner physiologischen Li- 
ganden (wie z. B. den LDL-Partikcln) inhibieren. 

Die Erfindung betnfft ebenfalls pharmazeutische 2u- 
sammensctzungcn, die das obcn gcnannie Virusmatenal 
Oder deren pharmazeutisch annchmbarc Salze, gcgcbe- 
ncnfalls zusammen mil einem pharmazeutisch annchm- 
baren Trager und/oder Hiifsstoffen, cnihaltcn. Diese 
Zusammensetzungcn konnen parenteral oder topisch 
verabrcicht werdea 

Die Erfindung bctrifft ebenfalls die Verwendung des 
Virusmatcriais und die entsprechcnden pharmazeuti- 
schen Zusammensetzungcn fiir die prophylaktischc und 
thcrapeutische Behandlung des mcnschiichcn und tien- 
schcn Kdrpers insbesondere bei Krankheiisbildcrn. die 
ihre Ursache in dcr schlechien oder nichrvorhandencn 
Reguiierbarkeit dcr LDL-Rezeptcrexprcssion bzw. dcr 
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enisprechend gestortcn Bindung seiner physio logfcdien 
Ligandcn habcn (Hypcrcholcsicnnamic. AtenoAifro- 
se). 

Die Erfindung umfafit weiterhin ein Verfahrra zur 
Bcsummung von LDL-Rezeptorcn, das fur die Analyse 5 
z. B. des Cholesienn-Meuboiisnnus eingcsctzt wcrden 
kann. Hier wird die entsprechcnde Probe mit dcm mar- 
kierten Virusmatena) dcr Icleincn Rhino virus -Rezep- 
torgruppc" verscizi und das Ausmafl und die Lokalisa- 
tion dcr Bindung bestimmL 10 

Durch die uberraschende Bindung des Virusmatenals 
aus den LDL-Rezeptor ergibt sich auBerdem die Mog- 
lichkciu Virusmatena] der Tdeinen Rhino virus- Rezep- 
torgruppc'* mit einer therapcutisch wirksamen Substanz 
zu koppeln und so die therapeuiisch wirksame Substanz 15 
an threm Zielon — abhangig von der LDL-Rezeptor- 
konzcntration — zuzufuhrcn. 

Beispicic 

20 

1. Reinigungdes Bindungsprotcins fiirdie Rhinoviren 
der kleinen Rhinovirusrezcptorgruppc 

200 1 HeLa-Zellkuliurubersiand (Fa. Computer Cell 
Culture Center. Mens, Belgicn) wurde mittels Ultrafil- 25 
iration auf 20 I konzentnert und gcgcn 250 1 dcstilliertes 
Wasser (mil 0.02% NaN3) dialysiert. AnschlieBend wur- 
de die Pufferkonzeniraiion auf 20 mM N-Methylpipera- 
zin. pH 4,5. eingcstcllt, bei 4000 Upm m der Beckman 
J6B Zentrifugc abzcntnfugiert, ubcr ein 0,8 \xm Vorfilter 30 
fiitrieri und das Filirat auf eme Anior.cnaustauschcrsau- 
le (0,5 i Maxroprcp 50 Q; Biorad) geladen. Gcbundenes 
Maienai w jrde mil 20 mM N-Mcthylpiperazin, pH 4.5, 
0.5 M NaCi eluiert. Das Eluai wurde mit 1 M Tns-PiCl. 
pH 8,0, auf eirien pH Wen von 72 emgestellt und auf 35 
erne Lens culinans Lecnn-Saule ( 100 ml; Pharmacia) ge- 
laden; gebundenes Protein wurde mit 0.5 M a-{D]-Me- 
thylgiucose m PBS eiuiert. das eiuierte Protein bei 50% 
Saiugung mil Ammoniumsulfau pH 72. gcfalit, der Nic- 
derschlag mil 50% gesattigtcr Ammoniumsulfaiiosung, *o 
pH 7 2, gewaschen und in 200 ml PBS aufgenommen. 
Die Proteiniosung wurde auf eine lacalinagarosesaule 
(40 ml; Vector-Labs) geladen und mu 120 ml 100 mM 
a-[D]-Meihyl-Galactopyranosid in PBS cluicrt. Das eiu- 
ierte Protein wurde mu Ammoniumsuifat wie oben be- 45 
schneben gcfaili, gewaschen. m 20 mM Meihylpipera- 
zir. pH 4.5. aufgcnommen und mittels emer PDlO-Saulc 
(Pharmacia) entsaizi. Das entsaizie Material wurde in 5 
Aiiquois zu je 1 ml auf cine Mono Q-Anionenausiau- 
schersauie (HR5/5: Pharmacia) geladen und mil einem 50 
Grad.enten von 0 bis 0,5 M NaCL 20 mM Methylpipera- 
zin, pH 4,5 eluiert 0.5 ml Fraktionen wurden gesammelt 
und mmeis etnes Filtcrbmdungs-Assays auf Bindungs- 
aknvtiat ubcrprufi (Mischak ct aL Virology (1988) 163. 
19-25). 55 

Die aktiven Fraktionen aus alien 5 Chromatogra- 
phien wurden in emem Centncon 30(Amicon) auf 1^ ml 
emgecngt und mitiels praparaiivcr Gelcickirophorcse 
unier nicht reduziercnden Bcdingungen auf emem 7^% 
Polyacrylamidgel (Lacmmlu U.K. (1970) Nature 227. eo 
680 — 685) aufgeirennL Das Gel wurde mil Kupferchlo- 
nd gefarbt (Lee et aL (1987) Anal Biochcm, 166. 
308— 312X die dem akuven Protein entsprechcnde 
Bande iokalisiert und ausgeschnitten. Die Gelstiicke 
wurden m 025 M Tns-HCl 0^5 M EDTA, pH 9,0. ent- « 
farbt und das Protem in 50 mM N-Ethylmorphoiinace- 
tat pH 8^. elektrophoretisch eluicrL Ein Aliquot wurde 
mittels des Filterbindungs*Assays wiederum auf Aktivi- 
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tat QberprUfL Das Protein wurde dann untcr reduzie- 
rcnden Bcdingungen gciclcktrophorciisch aiifgctrenni, 
eluicrt und lyophilisicrt. 

Bcispiel 2 

Tryptischer Verdau und Scqucnzanalynb 

Das gcreinigte and lyophiiisierte Protein wurde m 
30 |jj 6 M Guanidin*HCL 0.4 M Ammoniumnydrogen- 
carbonat, pH 7.6, aufgcnommen und mit 3 ^l 45 mM 
Dithiothreitol verscizt und 15 mm bci 56° C inkubien. 
Nach Abkiihien auf Raumtempcratur wurden 3 ^1 :oo 
mM Jodaceiamid zugcgeben und weitere 15 min bci 
Raumtempcratur inkubiert. Danach wurden 84 ^ Was- 
ser und 80 ^il 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat, pH 
7.6. zugcgeben, die Proicinlosung mit 800 ng Trypsin (in 
5 ^^) untcr den Bcdingungen des Hersiellers (Promega) 
vcrsetzt und bei 37* C 18 h inkubiert. Die Losung wurde 
mit 1/10 Volumen an :0% Tnfluorcssigsaure (TFA) an- 
gesauert, 5 mm zcntrifugicn und die Peptide auf einer 
C-18 >eversed-phase"-Saule (BakerX die mu emer 
0,06% waflngen TFA-Ldsung aquilibriert worden war, 
mit einem Gradienten bis 80% Acctoniiril, 20% Wasser 
0,052% TFA eluicrt (Fig. 1 ). 

Die Fraktionen 20 und 33 wurden direki mit Hilfe 
cines Gasphasenscquenators sequenziert. wahrend die 
Fraktionen 23 bis 27 sowic Fraktion 29 und 38 unter den 
in den Abbildungen spezifizierten Bcdingungen rechro- 
matographicn wurden (C18 "reversed-phase'^-SaLile. 
Merck; Ftg. Z 3 und 4). Die in den Abbildungen mit A". 
"D" and "F*" bezeichnctcn Peptide bzw. die Fraktionen 
33 und 20 wurden zur Scqucnzicrung im GasDfiasense- 
quenator ausgewahii. Das Ergebms :st in Fig. 5 zusam- 
mengcfafli. Die erhakencn Sequeozen wurden mit ce- 
nen in der "SwissProi"- Datenbank vorhandenen Pro- 
teinsequenzen verglichen. Der Ver^leich ergab eme vol- 
lige Ubereinstimmung mit eniwechenden Peptidse- 
qucnzen des numancn LDL^Rezepiors (Fig. 6). Die Se- 
quenzierung der Fraktion 33 lieferte pro Abb^uschnit 
zwei Aminosauren Unter Zugrundeiegung der LDL- 
Sequenz und dem Verhaltnis der in jedcm Abbauschnn 
vorhandenen Ammosauremengcn von etwa 40% zu 
60% konnte die Fraktion 33 als Gemisch zweier Peptide 
idenufiziert werdcn. Auch die Sequenzen dieser oeiden 
Peptide enisprechen Sequenzen des humanen LDL-Re- 
zcptors. Fig. 5 zcigt die Gcsamtsequcnz des humanen 
LDL-Rezeptors (Yamamoto et al. (1984) Cell 31. 
27 — 38X wobei die Positionen der identifizierten Peptide 
angegeben sind 

Bcispiel 3 

Inhibition dcr Bindung von [^^S]-markicricm Rhinovirus 
Scrotyp 2(HRV2)an den LDL-Rezeptor 

Zwei Aliquots des bis zur Jacaimagarose-Chromato- 
graphic gcremgtcn Proteins (siehc Bcispiel 1. jeweils 
entsprechend einer Ausgangsmcnge Zelluberstands von 
etwa 50 ml) wurden auf em 73% SDS Polyacrylamidgel 
(Lacmmli, U.K- 1970. Nature 227. 680-685) untcr nicht- 
rcduzierenden Bcdingungen aufgetrennt und auf einc 
Immobilonmcmbran (Millipore) elektrophoretisch 
ubcnragcn (Mischak et aU 1988. ioc cit, Hofer et aL 
1992. Ioc. ciL). Eine Spur wurde in Abwesenheit (Fig. 6. 
Spur A) Oder in Gcgcnwart (Spur B) von 0.1 mg/ml 
Jacalin (Vector Labs) mit radioaktiv markiertem Rhino- 
virus (Mischak et aL 1988, Ioc at) inkubiert gewaschea 
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gctrocknei und auf Rontgenfiim exponiert (Hofer et aU 
1992. loc. ciL). Wie in Fig. 6 gezeigt, wird die Bindung 
dc5 Virus an den LDL-Rezcptor unicr den angegebcnen 
Bedingungen vollstandig inhibiert. 

Legenden zu den F iguren 

Fig. 1 stellt die saulenchromatographische Auftren- 
nung der tryptischen Peptide der aus dem HeLa-Zellii- 
berstand loslichen Form des Rezeptors der Tdeinen 
Rhinovirus-Rezepiorgruppe dar. Die Peptide wurden 
auf einer jiBondapak C18»250-4 Sauie unter folgenden 
Bedingungen aufgetrennt: 

Puffer A: dest. Wasser/0,06% TFA; Puffer B: 80% Ace- 
tonitnl/0,052% TFA; FluGraie: 0,5 ml/min; Gradient: 
2% B bis 37.5% B von 0 bis 60 min, 37,5% B bis 75% B 
von 60 bis 90 min, 75% B bis 98% B von 90 bis 105 mm; 
Tempcratur: Raumtempcratur; Detection: photomc- 
trisch bei 214 am. 0,08 AUFS (Papiervorschub: 0,25 cm/ 
min). 

Fig. 2 Chromatographischc Aaftrennung der Fraktio- 
nen 23 bis 27 unter folgenden Bedingungen: 
Saule: Merk Superspher 4 p.m, C18, 125-H; Puffer A: 
dest. Wasser / 0.1% TFA; Puffer B: Acetonitrii/0,1% 
TFA; FluQraie: 1 ml/min. linearer Gradient von 0% B 
auf 70% B m 70 min; Temperatur: BO'^C; Detektion: 
photometnsch bei 214 nm, 0.1 AUFS, Papiervorschub 
1 cm/min. 

Fig. 3 Rechromatographie von Fraktion 29. Die expe- 
nmentellen Bedingungen smd in der Legende zu Rg. 2 

aufgefuhrt. 

Fig. 4 Rechromatographie von Fraktion 38. Die expe- 
rimentellen Bedingungen sind in der Legende zu Fig. 2 

aufgefiihrt. 

Fig, 5 Sequenzen der analysierten Peptide (siehe auch 
Fig. 6): 

X = Aminosaure nichi ideniifizierbar; tiefgestellt « 
Ammosaure nicht eindeutig identifizierbar. 
*: Die Sequenzierung der Fraktion 33 (Abb. 1) ergab 
pro Abbauschritt 2 Aminosaurcn; die Peptide B und E 
konnien aber aufgrund der unterschiedlichen Mengen 
zugeordnet werden. 

Fig. 6 Sequenz des LDL-Rezeptors (Yamamoto et al. 
(1984) loc. cu.) und Position der Peptide A — F (siehe 
auch Fig. 5) 

Fig. 7 Inhibition der Bindung von [^^S]-markjertem 
HRV2 an den an Immobilon gebundenen LDL-Rezep- 
tor durch Jacalin. 

A) Filterbindungstest in Abwesenheit von Jacalin 

B) wie A, aber in Gegenwari von 0,1 mg Jacalin. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Isolierung von Substanzen, die die 
Bindung von Liganden an den LDL-Rezeptor inhi- 
bieren, dadurch gekenmeichnet, da3 

a) der LDL-Rezeptor in Gegenwart einer po- 
tentielien Inhibitorsubstanz mit 

b) markiertem Rhinovirusmaterial der Icleinen 
Rhinovirus-Rezeptorgruppe" inkubiert und 

c) das AusmaB der Bindung besiimmt wird. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1» dadurch gckenn- 
zeichnct, daB als Rhmovirusmatenal Rhinoviren, 
Rhinovirushullmaterial oder Rhinoviruskapsidpep- 
tide mit Bindungsaktivitat LDL-Rezeptor verwen- 
det werden. 

3 Verfahren gem^B Anspruch 2, dadurch gekenn- 



zeichnet, daB das Rhinovirusmaterial vom huma- 
nen Rhinovirus Scrotyp 2(HRV2) abgeleitet ist. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnei, daB die I6sliche Form des LDL-Rezeptors 

5 aus ICulturtiberstanden eukaryontischer Zellen 
oder der aus Membranen eukaryontischer Zellei 
isolierte LDL-Rezeptor verwendet wird. 

5. Verwendung von Rhinovirusmaterial der "klei- 
nen Rhmovirus-Rezeptorgruppe" zur Inhibition 

10 der Bindung physiologischer LDL-Liganden. 

6. Verwendung von Rhinovirusmaterial gemaB An- 
spruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB es aus den 
Kapsidproteinen von Rhinoviren der "kleinen Rhi- 
novirus- Rezeptorgruppe" abgeleitet ist. 

15 7. Verfahren zur Bestimmung von LDL Rezepto- 
ren, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) eine Substanz, abgeleitet von Virusmatenal 
aus der "kleinen Rhinovirus-Rezepiorgruppe" 
mit Bindungsaktivitat zum LDL Rezeptor 

20 markiert wird, 

b) mit der enisprechenden Probe inkubiert und 

c) das AusmaB der Bindung des markierten 
Virusmaterials detektiert wird. 

8- Verfahren zur Zufuhrung etner therapeutisch 
25 wirksamen Substanz m eine LDL-Rezeptor iragen- 
de Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) Virusmaterial der "kleinen Rhinovirus-Re- 
zeptorgruppe" mit Bindungsaktivitat zum 
LDL-Rezeptor mit der therapeutischen Sub- 

30 stanz zu einem Konjugat gekoppelt wird und 

b) das besagte Konjugat zu dem enisprechen- 
den Zellmateriai gegeben. an den Rezeptor ge- 
bunden und so die therapeutisch wirksame 
Substanz m die Zelle eingefiihrt wird. 

35 . _ 

Hierzu 6 Seite(n) Zeichnungen 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



BNSDOCiD <DE 4222385A1 i > 



3NSOOC:0 <Z)E ... 4222385A^ 



ZEICHNUNGEN SEiTE 1 



Nummer: 
Int. CI. 5; 

Offenlegungstag: 



DE 42 22 386 A1 
C07K 15/04 

13 Januar 1994 



Fig. 1 



to 




00 

308062/282 



BNSIDOCID <DE 4222385A1 



ZEICHNUNGEN SEfTE 2 



Nummer 

Irtt CI. 5: 

Oftenlegungstag: 



DE42 22 3«8 A1 
C 07 K IS/04 

13. Januar1994 




Fig. 3 



33% B 




42% B 



308 002/282 



5NSC'0C;C <DE 4S2238SA' 



2EICHNUNGEN SEiTE 3 



DE42 22 3W A1 
C07K 15/04 

13. Januar 1994 



Nummer: 

Int. CI. 5; 

Otfenlegungstag: 



Fig. 4 




Fig . 5 

Peptid Sequenz 

A X-Leu-Tyr-Val-Phe-Gin-GIy-Asp-Ser-Ser-Pro-Xoys">^-Aia-Phe-Glu- 
Phe-X-X<^ys-Leu-X-X-XQXu-XQys-Ile-XHi3-X-Xser~^Trp~^Arg 

B* X-Vai-Giy-Ser-Ile-Ala-Tyr-Leu-Phe-Phe-Thr-Asn-XArg 

C X-Tyr-Trp-Ser-Asp-Leu-Ser-Gln-Arg 

D Asp-Ile-Gln-Ala-Pro-X;^sp-Gly-Leu-Ala-Val-X;^sp-X-Ile-X-Ser-Asn- 
lie-Tyr-Xj^p-X-XAsp-Xser-Vai-Leu-XGiy-X-X 

E* X-Ile-Val-Vai-X-Pro-Vai-His~Gly-Phe-Met-Tyr-X-Thr-XAsp-X-Gly- 
Thr-Pro-Ala-Lys 



X-Ala-His-Pro-Phe-Ser-Leu-Ala-Val-Phe-Gly-X-Lys 
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10 20 30 40 50 63 

MGPWGWaLRWTVALLLAAAGTAVGDRCERNEFQCQDGKCISYKWVCDGSAZCQI^GSDESQ 

70 80 90 100 110 120 

ETCLSVTCKSGDrSCGGRVNRCIPQFVTRCDGQVDCDNGSDEQGCPPKTCSQDEFRCHDGK 

130 140 150 160 170 130 

CISRQFVCDSDRDCLDGSDEASCPVLTCGPASPQCNSSTCIPQLWACDNDPDCEDGSDEW 



190 200 210 220 230 240 

PQRCRGLY^-FQGDSSPCSAFEFHCLSGECIHSSWRCDGGPDCKDKSDEENCAVATCRPDS 
(A) XLTVFQGDSSPXXAPEFXXLXXXXI 

250 260 270 280 290 300 

FQCSDGNCIHGSRQCDREYDCKDMSDEVGCVWTLCEGPNKFKCHSGECITLDKVCNKAR 

310 320 330 340 550 360 

DCRDW3DEPIKECGTNECLDNNGGCSHVCNDLKIGYECLCPDGFQLVAQRRCSDIDECQD 

370 380 390 400 410 420 

PDTCSQLCVNLEGGYKCQCEEGFQLDPHTKACKAVGSIAYI.PFTNRHEVRKMTLDRSEYT 

{ B ) XVGSIAYI*FFTN 

430 440 450 460 470 480 

SLIPNLRNVVALDTEVASNRIYWSDLSQRMICSTQLDRAHGVSSYDTVISRDIQAPDGLA 

(C) XYWSDLSQR (D) DIQAPXGLA 

490 500 510 520 530 540 

VCWIHSNIYWTDSVXGTVSVADTKGVKRXTLPRENGSKPRAIVVDPVHGPMYWTDWGTPA 
VXXIXSNIYXXXXVL (E) XTSTraPVHGFKYXTXXGTPA 
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550 560 570 580 590 600 

KIKKGGLNGVI)IYSLVTENIQWPNGITLDLLSGRLYWVDSKLHSISSIDVNGGNRKTILE 
K 

610 620 630 640 650 660 

DEKRLAHPFSLAVTEDKWWTDIINEAIFSANEILTGSDVNLLAENLLSPEDMVLFHNLTQ 

(F) XAHPFSLAVFEXK 

670 680 690 700 710 720 

PRGVNWCERTTLSNGGCQYLCLPAPQINPHSPKPTCACPDGMLLARDMRSCLTEAEAAVA 



730 740 750 760 770 780 

TQETSTVRLKVSSTAVRTQHTTTRPVPDTSRLPGATPGLTTVEIVTMSHQALGDVAGRGN 



790 800 810 820 830 840 

EKKPSSVRALSIVLPIVLLVFLCLGVFLLWKNWRLKNINSINFDNPVYQKTTEDEVHICH 



850 860 
NQDGYSYPSRQMVSLEDDVA 
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